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本学位論文は第 1 章から第 6 章より構成される。以下に本論文の各章の内容を示す。
第 1 章では本研究の背景と目的について記述した。 
第 2 章ではストレスに対する適応株の取得について記した。エタノールストレス環境
における長期植え継ぎ培養を複数系列行い、比増殖速度が上昇したような株（適応株）
を 6 株得た。 
第 3 章では、第 2 章で得た適応株と親株について遺伝子発現情報の解析を行った。適
応株 6 株と親株の計 7 株について、エタノール存在下および非存在下の 2 条件における
網羅的遺伝子発現量の測定を行い、これらを比較することにより、エタノールに対する
応答や適応に関与する要素の探索を行った。その結果見出された知見の一例として、適




































第 1 章 序論 
 1.1 研究の背景 
 1.2 網羅的解析をもとにした有用細胞の育種 
 1.3 進化工学による有用細胞の育種 
 1.4 進化工学と網羅的解析の組み合わせによる有用細胞の育種 
 1.5 本論文の目的および論文の構成 
第 2 章 長期植え継ぎ培養を用いた大腸菌のエタノールストレスへの適応 
 2.1 緒言 
 2.2 実験方法および実験材料 
  2.2.1 使用菌株 
  2.2.2 使用培地 
  2.2.3 大腸菌の培養 
   2.2.3.1 試験管を用いた培養実験 
   2.2.3.2 濁度計つき振とう培養装置を用いた培養実験 
   2.2.3.3 植え継ぎ培養実験 
   2.2.3.4 長期植え継ぎ培養実験 
 2.3 結果 
 2.3.1 ストレス環境下における長期植え継ぎ実験に供するための親株の取得 
  2.3.2 長期植え継ぎ実験に供するためのエタノールストレス濃度の検討 
  2.3.3 エタノールストレス環境下における長期植え継ぎ実験による適応株 
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  2.3.4 様々なエタノール濃度における比増殖速度の評価 
  2.3.5 エタノールストレス適応株の表現型安定性の検証 
 2.4 考察 
 2.5 結言 
第 3 章 遺伝子発現情報に基づくエタノール適応株の解析 
 3.1 緒言 
 3.2 実験方法および実験材料 
 3.2.1 使用菌株 
 3.2.2 使用培地 
  3.2.3 大腸菌の培養 
   3.2.3.1 試験管を用いた培養実験 


































   3.2.4 DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現量の測定 
   3.2.4.1 タイリングアレイの概要 
   3.2.4.2 DNA マイクロアレイ実験 
3.2.5 DNA マイクロアレイ解析 
   3.2.5.1 マイクロアレイデータの前処理 
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   3.2.5.3 統計検定 
  3.2.6 軟寒天培地による細胞運動性試験 
  3.2.7 アミノ酸および硫酸鉄の添加による増殖への影響 
  3.2.8 蛍光プローブによる細胞内活性酸素種濃度の測定 
   3.2.8.1 測定原理 
   3.2.8.2 活性酸素種濃度の測定 
 3.3 結果 
   3.3.1 親株および適応株の遺伝子発現情報の主成分分析 
   3.3.2 主成分分析により得られた情報を用いた遺伝子のスクリーニング 
と機能分類 
    3.3.2.1 第一主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
    3.3.2.2 第二主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
    3.3.2.3 第三主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
   3.3.3 アミノ酸および硫酸鉄の添加による増殖への影響 
   3.3.4 エタノール適応による細胞内活性酸素種濃度の変化 
 3.4 考察 
 3.5 結論 
第 4 章 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニング手法の開発 
 4.1 緒言 
 4.2 実験方法および実験材料 
  4.2.1 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニング 
   4.2.1.1 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニングの概要 
   4.2.1.2 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニングの 
アルゴリズム 
   4.2.1.2 代謝ネットワークの構築 
  4.2.2 ラガービール酵母の DNA マイクロアレイデータの取得 
   4.2.2.1 使用菌株 
   4.2.2.2 ラガービール酵母の培養 
   4.2.2.3 DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現量の測定 





































    4.2.3.1 遺伝子発現データの前処理 
   4.2.3.2 遺伝子機能分類 
 4.3 結果 
   4.3.1 ラガービール酵母の DNA マイクロアレイデータの取得 
   4.3.2 ラガービール酵母の DNA マイクロアレイデータの遺伝子 
機能分類による解析 
   4.3.3 ラガービール酵母の DNA マイクロアレイデータの代謝 
ネットワーク構造に着目した解析 
    4.3.3.1 代謝ネットワークの構築 
    4.3.3.2 スクリーニングによって得られた代謝ネットワーク 
 4.4 考察 
 4.5 結言 
第 5 章 代謝ネットワークに着目したエタノール適応株の解析 
 5.1 緒言 









 5.4 考察 
 5.5 結言 
第 6 章 結論 
 6.1 結果のまとめ 
 6.2 エタノールストレスへの応答や耐性付与、エタノール生産に対する 
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によるゲノム解読のコスト低下（Sterky and Lundeberg, 
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 また、ゲノム配列のみならず細胞の内部状態を一斉分析する手法も登場した。たとえ
ば DNA マイクロアレイ技術の登場により、細胞内の全ての遺伝子について、その発現
量を一度に測定することが可能となった（Lipshutz et al., 1999; Noordewier and Warren, 
2001; Kapranov et al, 2003）。また各種クロマトグラフィーや質量分析計により、細胞内
外の代謝物質量を一斉に測定することが可能となった（Monton and Soga, 2007; 





























ある（Dürre, 2007; Yan and Liao, 2009）。前述のように、エタノール耐性の解析には醸造
酵母を用いることができたが、プタノールやプロパノールなど、人類の歴史においてこ

































行われた（伏見, 1993; Steipe, 1999）。このころにも生物そのものを用いた実験室進化を
題材とした研究は行われていたが、技術的な制約から、その解析は表現型を中心とした
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ものや、集団遺伝学などの観点からの研究に限定されていた（Lenski and Travisano, 1994; 










っている（Fong et al., 2005a; Herring et al., 2006）。また、Lenski らのグループは、高温条















の解析をマイクロアレイなどによって行ったという報告が既に存在する（Yomano et al., 




たリジン生産菌の例（Ikeda et al., 2006）においては、リジン合成に関与する代謝経路に
対象を絞ることによって、有用な変異のみを選抜しようと試みている。しかしながら、
こうしたターゲットの絞り込みが難しい場合には、変異育種によって得た株のゲノム配





















 本研究では解析対象の微生物として大腸菌 Escherichia coliを用いた。大腸菌はモデル
生物として古くから遺伝的背景が解析され、遺伝子操作の手法も確立されている。また
近年では、様々な物質、バイオ燃料や医薬品、工業原料などを生産するための宿主とし








本学位論文は第 1 章から第 6 章より構成される。その概要を Fig. 1.2 に示す。以下に
本論文の各章の内容を示す。第 1 章では本研究の背景と目的について記述した。 
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第 2 章ではストレスに対する適応株の取得について記した。エタノールストレス環境
における長期植え継ぎ培養を複数系列行い、比増殖速度が上昇したような株（適応株）
を 6 株得た。 
第 3 章では、第 2 章で得た適応株と親株について遺伝子発現情報の解析を行った。適
応株 6 株と親株の計 7 株について、エタノール存在下および非存在下の 2 条件における
網羅的遺伝子発現量の測定を行い、これらを比較することにより、エタノールに対する
応答や適応に関与する要素の探索を行った。その結果見出された知見の一例として、適


































































成成分との関連性を述べた研究（Ingram, 1976; Dombek and Ingram, 1984）や、エタノー
ルの暴露によって引き起こされる大腸菌のストレス応答についての研究（VanBogelen et 
al., 1987; Brissette et al., 1990; Tamura et al., 1992）などがある。また、同様の研究は酵母に




の遺伝子発現の変化のマイクロアレイによる解析（Alexandre et al., 2001）や、エタノー
ル耐性に優れた醸造酵母と実験室酵母との遺伝子発現の比較により、耐性に関与する情
報（Hirasawa et al., 2007）の取得が試みられている。野生型の大腸菌がエタノールスト
レスに対してどのように応答するかについての網羅的な解析はなされていないものの、
変異育種によって取得したエタノール耐性大腸菌の網羅的遺伝子発現解析が行われ
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 本章で用いた大腸菌株を Table 2.1 に示す。Escherichia coli W3110 は国立遺伝学研究所
より譲渡を受けたものを用いた。 
 










 大腸菌の培養には M9 培地を用いた。本研究で用いた M9 培地の組成を Table 2.2 に示




Table 2.2. M9 培地組成（Sambrook and Russell, 2001 による） 
試薬名 濃度 
Glucose 4 g/L 
NaHPO4・12H2O 17.1 g/L 
KH2PO4 3 g/L 
NaCl 0.5 g/L 
NH4Cl 1.0 g/L 
MgSO4・7H2O 2 mM 
CaCl2 0.1 mM 
 
 




 全ての培養実験における前培養、および 2.3.2 におけるエタノール濃度の検討、2.3.4
における様々なエタノール濃度での増殖の評価、ならびに全ての植え継ぎ培養実験は、
蓋付き試験管 TST-SCR18-180（旭硝子株式会社）、9998CAP415-18（AGC テクノグラス
株式会社）を用いて行った。蓋付き試験管に 10 ml の液体培地を入れ、ウォーターバス
Personal-11（タイテック株式会社）を用いて、30°C、150 stroke/min. で振とう培養を行っ






行った。L 型培養管 TV100030（アドバンテック東洋株式会社）に 5 ml の液体培地を入
れ、TVS062CA を用いて 30℃、40 rpm で振とう培養を行った。増殖は TVS062CA に内蔵











1) 前回の植え継ぎから 24 時間が経過した時点の培養液の濁度を測定する。 
2) 前回の植え継ぎの初期細胞濃度と、24 時間が経過した時点の培養液の濁度より、比
増殖速度を算出する。 












を増加させるということがしばしばみられる（Cooper and Lenski, 2000; Fong et al., 2005; 





 大腸菌 W3110 株（以後野生型株）を 3 つの試験管に植菌し、これらをエタノールを
含まない環境に対して適応させるために長期植え継ぎ実験を行った（Fig. 2.2）。その結
果、約 600 時間の植え継ぎ培養により、全ての系列において比増殖速度が約 0.26 h-1か
ら約 0.5 ~0.55 h-1程度まで上昇した。その後約 300 時間培養実験を継続したが、比増殖











































































































列において比増殖速度が約 0.26 h-1から約 0.5 ~ 0.55 h-1程度まで上昇した。 
Fig. 2.3. ストレス非存在下に対して適応した株が、凍結保存後も高い比増
殖速度を保っていることを検証するための長期植え継ぎ培養実験。これらの
株は凍結保存後も、Fig. 2.2 と同程度の比増殖速度を示した。 






















く（Ingram, 1976; Dombek and Ingram., 1984; Cullum et al., 2001）、エタノール耐性株の育
種や取得を目的とした既存研究においては、5～7%の濃度のエタノール存在下において
増殖が可能であるような耐性菌が取得されている（Yomano et al., 1998）。そこでこの検
討実験において用いるエタノール濃度としては、5%以上の濃度を供することにした。















Fig. 2.4. 親株の様々なエタノールストレス濃度における増殖曲線。 
エタノール濃度 6%までは増殖を示したが、エタノール濃度 7%以上にお
いてはほぼ増殖が停止した。 



































Fig. 2.5. 親株を用いたエタノール濃度 5%および 6%における植え継ぎ
培養。図中矢印において植え継ぎ操作を行った。エタノール濃度 6%にお
いては、約 60 時間目以降は増殖が停止した。 

































 2.3.1 において取得した親株を用い、エタノールが濃度 5%となるように添加した培地
を用い、長期植え継ぎ培養実験を 6 つの系列において行った（Fig. 2.6）。その結果、約
2500 時間後（約 1000 世代）までに、全ての系列において比増殖速度が 0.3 h-1まで上昇
した。また、約 2200 時間後以降は比増殖速度の上昇がみられなくなったため、2496 時
間目に培養実験を終了した。これらの系列を以後、培養終了時の比増殖速度の順に、適




























Fig. 2.6. エタノール濃度 5%における植え継ぎ培養実験における比増
殖速度の経時変化。全ての系列において約 2500 時間後には、比増殖速
度が 0.3 h-1前後まで上昇した。これらの系列を以後、比増殖速度の順
に、適応株 A 株 ~ F 株と呼ぶ。 


































その結果、エタノール存在下では全ての濃度条件において、適応株 A 株および F 株は、
























































































































































































Fig. 2.9. エタノールストレス適応株の安定性を検証するための実験 1
（Fig. 2.8 における実験 1 に対応する）。適応株 A 株および F 株をエタ
ノール非存在下における植え継ぎ培養に供したときの、比増殖速度の
経時変化。矢印の時点における菌体を実験 2（Fig. 2.10）に供した。 
Fig. 2.10. エタノールストレス適応株の安定性を検証するための実験 2
（Fig. 2.8 における実験 2 に対応する）。適応株 A 株および F 株をエタノ
ール非存在下における植え継ぎ培養に供した際の、エタノール存在下
（濃度 5%）における比増殖速度。エラーバーは 3 回の繰り返し実験に
おける標準偏差を示す。適応株は 144 時間（約 100 世代）後も、親株よ
りも高い比増殖速度を保持していた。 

































（Bennett and Lenski, 2007）。エタノール非存在下とエタノール存在下との間にトレード
オフの関係が存在するということは、エタノール耐性に対して寄与する何らかの性質が、
エタノール非存在下においては不要であるか、害をもたらすということを示唆している。 
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耐性機構のうちで、よく研究が進んでいるものの 1 つとして酸耐性がある（Richard and 
Foster, 2003）。大腸菌が酸ストレスに対抗するための機構の 1 つとして、
Glutamate-dependent acid resistance (GDAR) systemと呼ばれる機構を有していることが明
らかとなっている（Richard and Foster, 2004）。この機構は細胞外よりグルタミン酸を取





が起こるような酸ストレスレベルになると、急激に増殖能を失う（Mehta et al., 1986; Cui 
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第 3章 遺伝子発現情報に基づくエタノール適応株の解析 
 
3.1 緒言 




た。DNA マイクロアレイによる遺伝子発現量の網羅的測定（Lipshutz et al., 1999; 
Noordewier and Warren, 2001; Kapranov et al, 2003）、タンパク質量の網羅的測定
（VanBogelen et al., 1997; Han and Lee, 2003; 2006）、細胞内代謝物質量の網羅的測定
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に基づくエタノール適応株の解析の概要 

















Table 3.1. M9-Mg 培地組成（Sambrook and Russell, 2001 をもとにマグネシウム濃度を改
変した）。H3PO4を用いて、培地の pH が 7.0 となるように調製した。 
試薬名 濃度 
Glucose 4 g/L 
NaHPO4・12H2O 17.1 g/L 
KH2PO4 3 g/L 
NaCl 0.5 g/L 
NH4Cl 1.0 g/L 
MgSO4・7H2O 0.5 mM 
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Table 3.2. M9-P 培地組成（Sambrook and Russell, 2001 をもとにリン濃度を改変した） 
HCl を用いて、培地の pH が 7.0 となるように調製した。 
試薬名 濃度 
Glucose 4 g/L 
NaHPO4・12H2O 3.4 g/L 
KH2PO4 0.6 g/L 
NaCl 0.5 g/L 
NH4Cl 1.0 g/L 
MgSO4・7H2O 2 mM 






 全ての培養実験における前培養、3.2.4 のマイクロアレイ実験ならびに 3.2.7 の蛍光プ
ローブによる細胞内活性酸素種濃度の測定に供するための菌体の取得は、蓋付き試験管
TST-SCR18-180（旭硝子株式会社）、9998CAP415-18（AGC テクノグラス株式会社）を
用いて行った。蓋付き試験管に 10 ml の液体培地を入れ、ウォーターバス Personal-11（タ
イテック株式会社）を用いて、30°C、150 stroke/min. で振とう培養を行った。増殖は分光






ル瓶 TV100050（アドバンテック東洋株式会社）に 5 ml の液体培地を入れ、TVS062CA
を用いて 30℃、40 rpm で振とう培養を行った。増殖は TVS062CA に内蔵されている濁度

































色、およびスキャンは、Expression Analysis Technical Manual







定（Ono et al., 2008）により
強度から遺伝子発現量を推定
quantile normalize（Bolstad et al
Fig. 3.2. 本研究で
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3.2.5.2 マイクロアレイデータの解析 
 7 株、2 条件の計 14 つの遺伝子発現データを主成分分析に供した。主成分分析は R（R 
Development Core Team, 2005）により行った。主成分分析によって得られた各主成分に対
する各遺伝子の主成分負荷量（loadings）を用い、その値の大小によって遺伝子をスク
リーニングした。遺伝子の機能分類は、データベース（Gene Ontology Annotation; GOA, 
Barrell et al., 2009）を参照した。遺伝子間制御の情報は、データベース RegulonDB





（Fig. 3.3）を超幾何分布（Rivals et al., 2007）によって検定した。いま、ある機能カテゴ
リ A に着目したときに、大腸菌が持つ全 N個の遺伝子のうちM個が、そのカテゴリ A
に含まれていたとする（Fig. 3.3 上）。このような N個の遺伝子集団から、n個の遺伝子
をスクリーニング（非復元抽出）したときに、カテゴリ A に含まれる遺伝子の個数 x





























           [3.1] 
この確率関数を用いることで、n個の遺伝子をスクリーニングしたときに、カテゴリ A に含

































                [3.2] 
このようにして算出した確率 pが十分に小さいとき、スクリーニングした n個の遺伝子中
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3.2.6 軟寒天培地による細胞運動性試験 
 細胞の運動性の評価に、軟寒天培地を用いた。M9 培地、およびエタノール 5%を含
む M9 培地に、Agar（ナカライテスク株式会社）を 0.35%（w/v）となるように加え、
直径 150 mm 大判プレート 430597（Corning）を用いて軟寒天培地を作成した。-80°C で
保存した菌体を M9 液体培地に植菌し、14 時間前培養し、対数増殖期（OD600 = 約 0.05）
となったものを、株や条件間で全て同一の菌体濃度となるようにM9液体培地で希釈し、
5 μl をプレートに植菌して 30°C で培養した。 
 
3.2.7 アミノ酸および硫酸鉄の添加による増殖への影響 
 -80°C で保存した菌体を M9 液体培地に植菌し、14 時間前培養した。前培養液の一部
を用いて本培養を行った。液体培地にそれぞれのアミノ酸および硫酸鉄を所定の濃度と
なるように添加し、アミノ酸および硫酸鉄を添加しない場合は同量の滅菌水を添加した。
アミノ酸の添加実験は培地として M9-Mg 培地を用い、硫化鉄の添加実験には M9-P 培
地を用いた。培地 5 ml を蓋付きバイアル瓶に入れ、濁度計つき振とう培養装置を用い
て 30°C、40 rpm で培養し、濁度の測定を行った。全ての実験において、物質を添加す
る場合としない場合の両方の培養を行い、その間の比較を行った。添加するアミノ酸お
よび硫酸鉄の濃度に関しては、アミノ酸については 0.1 mM から 10 mM、硫酸鉄の場合


























































プレート（costar 3595,Corning および OptiPlate







2DCFDA の 構 造 、 (B) 還 元 型
（DCF）の構造、 (C) 酸化型 DCF
。細胞内エステラーゼによって A が B に


















 親株およびエタノール適応株 A ~ F 株の、エタノール非存在下および存在下（5%）に
おける遺伝子発現量を、DNA マイクロアレイにより測定した。プローブ・ターゲット
間相互作用の熱力学モデル（Ono et al., 2008）により、得られたプローブ単位の蛍光強
度から、遺伝子ごとの発現量を遺伝子発現量の推定を行った。この際、遺伝子発現量が
ある閾値以下のものは定量限界以下とし、それらを除いたものを以後の解析に用いた。
7 株 2 条件のデータ間で、前述のような遺伝子を 1 つも含まない 2317 個の遺伝子をデ
ータセットとして、主成分分析に供した。Fig. 3.5 に第一主成分（Principal Component 1; 
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 “galactitol metabolic process”に含まれる gat遺伝子（gatB, gatC, gatY, gatZ）は親株およ
び適応株において、ストレスの添加により発現量が増加していた（Fig. 3.7）。gat遺伝子
は大腸菌のバイオフィルム形成に関与することが知られており（Domka et al., 2007）、
また酸ストレスなどのいくつかのストレスによって発現が誘導されるという報告があ
る（Pomposiello et al., 2001; Kannan et al., 2008）。”phosphate transport”に関与する遺伝子
群（phoB, phoU, pstB, pstA, pstC, pstS）もまた、エタノールストレスの添加により発現量
が増加していた（Fig. 3.8）。これまでの研究により、大腸菌は PhoR/PhoB からなる二成
分制御系によって”phosphate transport”に関与する遺伝子群の発現量を制御することが
知られている（Makino et al., 1989）。PhoR/PhoB 二成分制御系は、リン酸の枯渇によっ
て活性化される（Makino et al., 1989）ことが知られている。一方で、リン酸が枯渇して
いない場合であっても、酸ストレス（Seputiene et al., 2003）やイソブタノールストレス
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に関与する遺伝子群の発現量がエタノールストレスによって上昇したという結果も、同
様のメカニズムによって引き起こされた可能性がある。 
 また、エタノールストレスの添加により manXYZも発現量が増加していた（Fig. 3.9）。
このオペロンは大河内らによって、有機溶剤（n-hexane, cyclohexane, p-xylene）に応答
することが報告されている（Okochi et al., 2007）他、n-butanol 存在下においては遺伝子




さらに、”response to heat”にはシャペロン分子をコードする遺伝子（groS, gloL, grpE, 
dnaK）が存在していた。これらの遺伝子はグローバルレギュレーターである rpoHの制
御を受けている。既報において rpoHおよびその制御下の遺伝子群の発現量が上昇する
ことは、エタノール（VanBogelen et al., 1987）、n-butanol（Rutherford et al., 2010）、isobutanol


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































PA BC DEF PA BC DEF 
0% 5% 
Fig. 3.7.  “galactitol metabolic process”に含まれる gat遺伝子
（gatB, gatC, gatY, gatZ）の各株、各条件における遺伝子発
現量。エタノール存在下（5%）では非存在下の場合よりも
発現量が上昇していた。 



















































PA BC DEF PA BC DEF 
Fig. 3.8.  ”phosphate transport”に関与する遺伝子群（phoB, 
phoU, pstB, pstA, pstC, pstS）の各株、各条件における遺伝子
発現量。エタノール存在下（5%）では非存在下の場合より
も発現量が上昇していた。 



































































PA BC DEF PA BC DEF 
Fig. 3.9. manXYZ の各株、各条件における遺伝子発現量。
エタノール存在下（5%）では非存在下の場合よりも発現量
が上昇していた。 




























































PA BC DEF PA BC DEF 
0% 5% 
(a) 
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(b) 
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hisF, hisF, hisG, hisH, hisI























合成に関与する遺伝子（hisA, hisB, hisC, hisD, 
）、(b)アルギニン合成に関与する遺伝
）、(c)鞭毛合


























し、グリシンやプロリンは浸透圧耐性に関与する（Chung et al., 2006）。しかしながら、
本研究で見出されたアミノ酸（ヒスチジン、トリプトファン、バリン、ロイシン、イソ
ロイシン）と大腸菌のエタノール耐性との関係は、これまで報告されていない。酵母








また、“iron ion transport”、 “enterobactin biosynthetic process”および“iron-sulfur cluster 
assembly”のような鉄イオンの輸送および代謝に関与する遺伝子機能が多く見出された。
これらの遺伝子の多くは、鉄輸送に関わる転写因子 Fur（Ferric iron uptake global 
transcriptional repressor）によって制御されることが知られている（McHugh et al., 2003）。






よって遺伝子発現量が低下するような遺伝子機能が発見できた（Table 3.3 PC 2 bottom 
5%）。“Lipopolysaccharide biosynthetic process”に関与する遺伝子群の発現量が、親株に比
して適応株において低下していた[Fig. 3.12(c)]。Lipopolysaccharide（LPS）は細胞膜外壁
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の構成成分であり、疎水性分子の膜透過性やストレス応答に関係するということが知ら
れている（Bianco et al., 2006）。LPS 合成の不活性化は、細胞外膜の構成比が変化したこ
とを示唆している。エタノール耐性に関するこれまでの研究で、酵母や大腸菌において
は膜構成成分である脂肪酸の鎖長や不飽和脂肪酸と飽和脂肪酸の構成比がエタノール

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































PA BC DEF PA BC DEF 
0% 5% 
(a) 



























































PA BC DEF PA BC DEF 
0% 5% 
 (b) 




























































PA BC DEF PA BC DEF 
0% 5% 
 (c) 


















(a)トリプトファン合成に関与する遺伝子（trpA, trpB, trpC, 
trpD, trpE, trpL）、(b)分枝アミノ酸（Val, Leu, Ile）合成に関
与する遺伝子（ilvB, ilvC, ilvE, ilvM, leuA, leuB, leuC, leuD）、
(c) Lipopolysaccharide biosynthetic process”に関与する遺伝子
群（eptB, kdtA, htrL, rfaB, rfaC, rfaF, rfaG, rfaI, rfaG, rfaI）の各
株、各条件における遺伝子発現量を示した。 
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3.3.2.3 第三主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
 PC3 に対する主成分負荷量が大きな、または小さな遺伝子において、有意に存在割合
が多かったような遺伝子機能カテゴリをスクリーニングした（Table 3.6）。PC3 方向は A
株と C 株とが他の株と異なる挙動を示しており、進化株間におけるバリエーションを
示していると考えられる。 
 PC3 に対する主成分負荷量が大きな遺伝子において多く存在した機能カテゴリには、” 
Arginine biosynthetic process” [Fig. 3.10(b)]，” Methionine biosynthetic process” （Fig. 3.14），” 
Glucan biosynthetic process” （Fig. 3.15）などがあり、これらは特定の株（A 株または C
株）における発現量が、他の株よりも低くなっていた。これとは逆に PC3 に対する主
成分負荷量が小さな遺伝子において多く存在した機能カテゴリには” Aromatic amino 
acid family biosynthetic process”に含まれるトリプトファン合成遺伝子
や、”Lipopolysaccharide biosynthetic process” [Fig. 3.12(a, c)]のように、A 株や C 株におけ
る発現量が他の適応株よりも高くなっていた。 




る機能カテゴリは、PC3 では” Iron ion transport”および” Enterobactin biosynthetic process”
については主成分負荷量が小さい遺伝子に集中しており、逆に” Iron-sulfur cluster 
assembly”については主成分負荷量が大きい遺伝子に集中していた。同様の関係は” 
Aromatic amino acid family biosynthetic process”と、” Arginine biosynthetic process”および” 
Methionine biosynthetic process”について、さらに、” Lipopolysaccharide biosynthetic process”
と” Glucan biosynthetic process”についても観察された。グルカンは多糖の一種であり、
グルカン合成に関与する mdo遺伝子は sodium dodecyl sulfate（SDS）に対する耐性や、
浸透圧耐性に関与することが知られている（Rajagopal et al., 2003）。その耐性機構は明
らかにされていないが、恐らく細胞表層において働くであろうと推察される。リポポリ




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































PA BC DEF PA BC DEF 
0% 5% 
Fig. 3.14.  “Methionine biosynthetic process”に含まれる遺伝
子（metA, metB, metC, metF, metR）の各株、各条件における
遺伝子発現量。とくに 5%エタノール条件の A 株と C 株にお
いて、発現量の低下がみられた。 



























































PA BC DEF PA BC DEF 
0% 5% 
Fig. 3.15.  “Glucan biosynthetic process”に含まれる遺伝子
（mdoC, mdoB, mdoG）の各株、各条件における遺伝子発現
量。C 株特異的に発現量の低下がみられた。 



























ミノ酸が合成できないため細胞は増殖できない（De Felice et al., 1979）という報告があ
り、本結果もこれに準ずるものであった。。 
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  P0% P5% A0% A5% 
Ile- 0.553 ± 0.006 0.208 ± 0.009 0.497 ± 0.004 0.372 ± 0.006 
Ile+ 0.557 ± 0.019 0.257 ± 0.001 0.509 ± 0.005 0.367 ± 0.007 
Trp- 0.599 ± 0.003 0.212 ± 0.001 0.509 ± 0.004 0.403 ± 0.008 
Trp+ 0.607 ± 0.015 0.230 ± 0.004 0.517 ± 0.006 0.402 ± 0.005 
His- 0.557 ± 0.004 0.189 ± 0.008 0.499 ± 0.016 0.399 ± 0.009 
His+ 0.493 ± 0.002 0.212 ± 0.004 0.441 ± 0.006 0.397 ± 0.003 
FeSO4- 0.495 ± 0.004 0.119 ± 0.008 0.446 ± 0.009 0.299 ± 0.014 



















































検定による p値が 0.02 以下



















































の合成が阻害される（De Felice et al., 1979）。このこ
、ロイシンの合成も阻害される。 








ドアニオン濃度の減少によってもたらされることが示唆されている（Brynildsen and Liao, 
2009）。また、酸化ストレスによる細胞内スーパーオキシドアニオン濃度の上昇によっ
て Fur が抑制され、それにより Fur 制御化の遺伝子群の発現量が増加することが示され
ている（Blanchard et al., 2007; Varghese et al., 2007）。これらの先行研究より、本研究で
得た適応株は、長期植え継ぎ実験の結果細胞内の酸化還元バランスを変化させており、
それにより細胞内スーパーオキシドアニオン濃度が上昇した可能性がある。酸化ストレ
スに応答すること制御因子として OxyR[Oxidative (oxy) stress regulator]および NrdR[Nrd 





そこでこれらの仮説を確かめるために、細胞内活性酸素種（Reactive oxygen species; 
ROS）の存在量を蛍光プローブ 5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
（carboxy-H2DCFDA, Invitrogen）を用いて測定した（Fig. 3.20）。その結果、適応株 A 株
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3.4 考察 













ンやプロリンは浸透圧耐性に関与する（Chung et al., 2006）。酵母 Saccharomyces cerevisiae
においては、トリプトファン合成経路の発現増強（Hirasawa et al., 2007）や培地中への
イソロイシン、メチオニン、フェニルアラニンなどのの添加（Hu et al., 2005）がエタノ
ール耐性をもたらすと報告されている。さらに、大腸菌において細胞内アミノ酸濃度が
さまざまなストレス環境条件下（低温、熱、酸化ストレス）において上昇していた














（Brynildsen and Liao, 2009）があるので、これを参考にしながら考察を深めたい。
Brynildsen らは、イソブタノールを大腸菌に曝露した際の遺伝子発現の変化をマイクロ















ことで NADH の再酸化を行うことがよく知られている（嫌気発酵, Clark , 1989）。また
Vasiliy らは呼吸鎖複合体 II などを破壊した大腸菌変異株を作成したところ、酸素存在
下においても乳酸を生産するようになるなどの中央代謝経路の大幅な変化が引き起こ


















量が親株とどう異なるかをマイクロアレイによって解析した例（Gonzaletz et al., 2003）
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や、大腸菌トランスポゾンライブラリおよび一遺伝子発現増強ライブラリを用いてエタ
ノール耐性やエタノール感受性に関与する遺伝子を抽出した例（Goodarzi et al., 2010）
が報告されている。これらの研究においては、たとえばグリシン代謝に関与する遺伝子
（gcvT, gcvP, lpdA）や芳香族アミノ酸合成に関与する遺伝子（aroF, aroG, aroL, tyrA）の
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3.5 結言 




















プローブを用いて細胞内 ROS 濃度の測定を行ったところ、適応株 A 株のエタノール 5%
存在下では、親株よりも高いレベルの細胞内 ROS 濃度が存在することが示された。ま














 第 3 章の親株および適応株の遺伝子発現解析の結果、エタノールストレスに対する応
答および長期培養実験によるエタノールストレスへの適応は、代謝レベルの変化を伴う
ことが示唆された。近年の技術の発達により、代謝経路上の分子を直接測定する技術が
登場したり（Monton and Soga, 2007; Rabinowitz, 2007; Krone et al., 2010）、代謝反応の流








する必要がある。そうした手法の 1 つとして第 3 章で用いた Gene Ontology Annotation











割して表現している。たとえば“Glycolysis / Gluconeogenesis”や“Citrate cycle (TCA cycle)”
といった経路が、KEGG には合計で数百程度存在し、それぞれ数十の代謝反応や代謝物


























































































































 ラガービール酵母 Saccharomyces pastorianusは、世界のビール市場において主流とな
っているラガータイプと呼ばれるビールの醸造に用いられる。ラガービール酵母は実験
室酵母やパン酵母、醸造酵母である Saccharomyces cerevisiaeの近縁種であるものの、S. 
cerevisiaeと比較すると研究が進んでいなかった。その理由の一つとして、ラガービー
ル酵母の複雑な染色体構造がある。ラガービール酵母は 2 種の類縁である酵母種が自然
交雑して生じたといわれており（Tamai et al., 1998）、2 種の酵母に由来する染色体の両
方を細胞内に有している（Fig. 4.3）。これらの 2 つ染色体のゲノム配列のうち片方は、
S. cerevisiaeと極めて高い相同性（99%以上）を示す（Sc 型ゲノムと表記）が、もう一






















非 Sc 型 
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 本章では、ラガービール酵母の重複遺伝子を区別して測定可能であるような DNA マ
イクロアレイを用い、重複遺伝子の発現量の相違を解析する。ラガービール酵母は実験
室酵母などに代表される S. cerevisiaeと比較して、ビール醸造において重要な生理学的
性質として、低温でも高い麦汁資化性を有することや（Boulton and Quain, 2001, Zheng et 
al., 1994）、高いエステル生成能、亜硫酸の生成能、低い硫化水素生成能（Crumplen et al., 
1993）といった特徴を持つことが既に知られている。このような相違は、ラガービール
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4.2.1.3 代謝ネットワークの構築 
代謝ネットワークを構築するための情報として、代謝分子、代謝反応、代謝反応と酵














4.2.2 ビール酵母の DNAマイクロアレイデータの取得 





ラガービール酵母のマイクロアレイ実験には、ラガービール酵母 S. pastorianus 





行った。溶存酸素濃度が 11 ppm となるように調整した 100 %麦汁を培地として用い、2 
l E. B. C. （European Brewery Convention）チューブにて発酵試験を行った。初期菌体量
が 7.5 g/l-wet cell weight となるように植菌し、15°C において静置条件で培養した。発酵
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4.2.2.3 DNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現量の測定 
 発酵試験の 0, 21, 45, 69, 98, 189, 239 時間目における培養液を採取し、DNA マイクロ
アレイ実験に供した。total RNA の抽出および精製、cDNA 合成、断片化、末端ビオチ
ン化、ハイブリダイゼーション、洗浄、染色、ならびにスキャンはマイクロアレイ添付
のプロトコル（Affymetrix）に従い行った。本研究で用いたマイクロアレイは、
CustomExpress®の 49-7875 フォーマットを用いて、S. pastorianus Weihenstephan 34/70 の








（Model-based expression indexes; Li and Wong, 2001）を改変した方法を用いた。複数の




 ラガービール酵母の遺伝子の機能分類は、Munich Information Center for Protein 
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4.3 結果 
 
4.3.1 ラガービール酵母の DNAマイクロアレイデータの取得 
 ラガービール酵母 S. pastorianus の DNA マイクロアレイデータを取得するために、発





indexes; Li and Wong, 2001）を用いて遺伝子発現量を算出した。7 つのマイクロアレイデ
ータを quantile normalize（Bolstad et al., 2003）によって正規化した。Sc 型ゲノムに由来
する遺伝子（以後 Sc 型遺伝子）、非 Sc 型ゲノムに由来する遺伝子（以後非 Sc 型遺伝子）



























































86 / 146 
4.3.2 ラガービール酵母の DNAマイクロアレイデータの遺伝子機能分類によ
る解析 
 4.3.1 において取得した、発酵試験中の 7 つのタイムポイントにおけるラガービール
酵母重複遺伝子の発現量の比について、その値が大きいものまたは小さいもの上位 5%
ずつをスクリーニングし、Sc 優勢遺伝子または非 Sc 優勢遺伝子と定義した。ラガービ
ール酵母の遺伝子を、データベース Munich Information Center for Protein Sequences（MIPS）
を用いて遺伝子機能ごとに分類し、スクリーニングした遺伝子に、ある遺伝子機能カテ
ゴリが多く含まれているかどうかを検定した。Sc 優勢遺伝子または非 Sc 優勢遺伝子に
おいて有意に多く含まれていた機能カテゴリを Table 4.1 に示す。 
 パン酵母などに代表される S. cerevisiaeは、近縁種よりも高いエタノール発酵能や増
殖能を有することが知られている。Sc 優勢遺伝子に多く含まれる機能は、そうした発
酵能や増殖能に関与していると考えられる。そのような遺伝子機能の例としてたとえ
ば、” sugar, glucoside, polyol and carboxylate catabolism”のようなエネルギー合成や” purine 
nucleotide anabolism”の核酸合成のように細胞増殖に関与するもののほかに” biosynthesis 




栄養源の濃度や温度など、様々な観点からの研究がなされている（reviewed in Gibson et 
al., 2007）ものの、未だに不明な点も多く、本研究でスクリーニングした解毒に関する
遺伝子が、醸造中に生じるストレスに対してどのように関与するかは報告されていない。 







中間代謝物から生成される（Kobayashi et al., 2008）。” metabolism of the pyruvate family 
(alanine, isoleucine, leucine, valine) and D-alanine”に含まれる遺伝子はそうした香気成分
の生合成に関与していると考えられ、その生合成には非 Sc 優勢遺伝子が大きく寄与し
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（http://www.genome.jp/kegg/）より取得し、代謝分子 666 個、代謝反応 997 個からなる
ラガービール酵母の代謝ネットワークを構築した。この代謝ネットワークについて、連
続する代謝物質 5 つ、代謝反応 4 つを含む部分ネットワークを全ての可能な組み合わせ
（総数 237,965 個）について作成し、それぞれの部分ネットワークについての代表値を
式[4.1]および[4.2]に従い算出した。得られた全ての部分ネットワークについての代表値
の分布を Fig. 4.6 に示す。次に、得られた代表値の大きさを用い、上位 30 個および下位
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次に、得られた上位 30 個および下位 30 個の部分ネットワークに含まれる遺伝子の発
現比が、それ以外の部分ネットワークに含まれる遺伝子の発現比よりも高い（または低
い）傾向にあるかどうかを確認するために、遺伝子発現比の値を Fig. 4.8 にプロットし
た。図中の横軸は、部分ネットワークに含まれる各代謝反応のインデックス（j=1,2,3,4）、
縦軸は、i番目の部分ネットワークに含まれる j番目のインデックスの代謝反応に対す
る重みの値 w(i, j)を示し、各部分ネットワークに含まれる代謝反応のデータ（w(i, j)の
j=1,2,3,4）を線で連結して示したものである。赤線は上位 30 個、青色は下位 30 個の部
分ネットワークのデータを示し、黒線はそれ以外の部分ネットワークからランダムに























































Fig. 4.8. Fig. 4.7 においてスクリーニングした、代表値が大きい部
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4.3.3.2 スクリーニングによって得られた代謝ネットワーク 
 前項で得た、大きなまたは小さな代表値を持つ部分ネットワークそれぞれ 30 個ずつ
について、含まれる代謝分子名、および代謝反応に関わる遺伝子名を Appendix-Table 2,3
に示した。これらのうち、ラガービール酵母のビール醸造に関連が深いと考えられる経
路を含む部分ネットワークを選び、その代表的な例を Fig. 4.9 に示した。また、Fig. 4.9
に示す部分ネットワークに含まれる代謝分子および代謝反応が、KEGG のどの代謝マッ
プ上に存在するかを示した。 
Fig. 4.9(a)は Sc 優勢であるような遺伝子を多く含む部分ネットワークの例である。図
には TCA 回路上の有機酸を含む部分ネットワーク（a-1, a-2）と、核酸合成に関わる部
分ネットワーク（a-3, a-4）を示している。（a-3）は機能カテゴリ解析の結果（Table 4.1）
では” purine nucleotide anabolism”と対応しているが、（a-1, a-2）の TCA 回路上の有機酸
を含む部分ネットワークは、機能カテゴリを用いた解析ではスクリーニングされなかっ
た。 





ぞれ、前項で行った機能分類による解析によって得られた“sulfate assimilation”, ” 
metabolism of the pyruvate family (alanine, isoleucine, leucine, valine) and D-alanine”, ” 
C-compound and carbohydrate utilization”と対応している。しかしながらこれらのカテゴリ
は十から数十程度の遺伝子を含んでいる。Fig. 4.9 の結果により、そのカテゴリ中のど
の経路が特に優勢に機能しているかということが明らかとなった。 
また、Sc 優勢であるような経路と非 Sc 優勢であるような経路とが隣接しており、機
能カテゴリによる解析のみでは解釈が難しいような場合が存在する。たとえば Table 4.1
では Sc 優勢であるような機能カテゴリとして” sugar, glucoside, polyol and carboxylate 
catabolism”、非 Sc 優勢であるような機能カテゴリとして” C-compound and carbohydrate 
utilization”がスクリーニングされ、両者とも中央代謝経路を主とする炭化水素に関与す
る代謝反応である。しかし Fig. 4.9 により、このうちペントースリン酸経路を含む部分
は Sc 遺伝子が優勢、6 単糖および糖リン酸の変換反応は非 Sc 遺伝子が優勢であるとい
うことが明らかとなり、より詳細な解釈が可能となった。また、ピルビン酸を中心とす
る TCA 回路上の反応は、機能カテゴリ解析においてはスクリーニングされなかった。
しかし本手法により、TCA 回路上の有機酸を含む反応は Sc 優勢、TCA 回路からバリン
などのアミノ酸を合成する経路は非 Sc 優勢となっており、ピルビン酸を中心とする代
謝経路上の分岐点における違いを本手法によって明らかにすることができた。このよう
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に、機能カテゴリ分類では複数のカテゴリにまたがるなどの理由によって抽出しにくい
ような経路を、本手法により抽出できることが示された（Fig. 4.10）。 


























































① TCA cycle 
② Pyruvate metabolism
③ Glutathione metabolism
④ Alanine, aspartate and glutamate m
⑤ Folate biosynthesis 
⑥ Purine meetabolism 
⑦ Pyrimidine metabolism
⑧ Sulfur metabolism 
⑨ Valine, leucine and isoleucine biosynthesis
⑩ Galactose meta bolism
⑪ Starch and sucrose metabolism























































































 第 3 章の親株およびエタノール適応株の遺伝子発現解析の結果、エタノールに対す
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5.2 実験材料・方法 
5.2.1 使用した遺伝子発現データ 






応関係は KEGG(http://www.genome.jp/kegg/)を用いて構築した。代謝分子 751 個、代謝反
応 1185 個からなる代謝ネットワークを構築した。 
 
5.2.3 代謝ネットワーク構造に基づくスクリーニングのアルゴリズム 
 代謝反応によって連結された、連続する 5 つの代謝分子に着目し、これを部分ネット
ワークと呼ぶ。部分ネットワークに含まれる全ての遺伝子が持つ重みの平均値を、この
部分ネットワークの代表値とする。代表値を算出する際、部分ネットワークに含まれる























（http://www.genome.jp/kegg/）より取得し、代謝分子 751 個、代謝反応 1185 個からなる
大腸菌の代謝ネットワークを構築した。この代謝ネットワークについて、連続する代謝
物質 5 つ、代謝反応 4 つを含む部分ネットワークを全ての可能な組み合わせ（総数






いての分布がどのようになるかを Fig. 5.1 に示した。また、このような部分ネットワー
クの中から、代表値が高いものおよび低いものを 40 個ずつスクリーニングした。Fig. 5.2
に、スクリーニングした部分ネットワークに含まれる各代謝反応の重み（主成分負荷量




































































個および下位 40 個をスクリーニングした際の閾値を示す。 
 
Fig. 5.2. Fig. 5.1 においてスクリーニングした、代表値が大きい部
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P A B C D E F 
 
P A B C D E F 
 
P A B C D E F 
 
P A B C D E F 
 
Fig. 5.3. Fig. 5.2 に示した代表値が大きい部分ネットワーク 40 個
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5.3.2 エタノールストレスの有無によって発現量が変化した代謝経路 
主成分 1 に対する負荷量を重みとして用いた際にスクリーニングできた部分ネット























 主成分 2 に対する負荷量を重みとして用いた際にスクリーニングできた部分ネット






り込むためのキレート剤として細胞外に分泌される分子であり（Braun V. and Braun M., 
2002）、機能分類によるスクリーニングにおいても鉄輸送に関与する遺伝子群としてス
クリーニングされている。Table 5.2 からは、これら分枝アミノ酸、トリプトファン、エ
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第 6章 結論 
 
6.1 結果のまとめ 
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質の代謝や輸送、シグナル伝達など様々なレベルの撹乱が生じる（Chung et al., 2006）。
このような多面的な影響に対しては、応答機構もまた多面的になり得ると考えられる。




















ることが効果的である（Wood, 1988; Lucht and Bremer, 1994）ことが知られていたり、環
状構造を有するアミノ酸またはその類似化合物が、細胞内のフリーラジカルに対する抗










































































インされている。たとえば本研究では適応実験終了後（2500 時間後）と親株の 2 点で










期培養の実験系は、高温ストレス（Kishimoto et al., 2010）やコハク酸（Kwon et al., 2010）
などで成功しており、エタノールでも実現可能性が高いと思われる。 






et al., 2008; 2009）。また、エタノール以外の物質についても、最近では、より燃料とし
ての化学的性質が優れたブタノールやプロパノールなどの高級アルコールが注目され




and Liao, 2009; Rutherford et al., 2010）、途上であるといえる。本提案手法はこうした物質
に対しても有効に機能すると考えられる。またイソブタノールストレスは電子伝達系の
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えて下さり、ラガービール酵母のマイクロアレイデータの提供およびビール醸造に関す
る様々な御助言を頂きましたサントリーホールディングス株式会社の中尾嘉宏博士に
心より感謝申し上げます。長期間に及ぶ植え継ぎ培養実験を共に行い、議論を交わした
代謝情報工学講座の玉岡邦康氏に心より感謝申し上げます。タイリングアレイのデータ
処理およびデータの管理などの面でお世話になりました代謝情報工学講座の田辺久美
氏に心より感謝申し上げます。植え継ぎ培養の実験系を整備し、筆者が大腸菌の研究を
開始するにあたり御助言を頂きました田辺三菱製薬株式会社の鳳桐智治氏に心より感
謝申し上げます。分析機器の使用にあたり御協力頂き、測定方法や結果の解釈などに関
して御助言を頂きました三井化学株式会社の白井智量博士ならびに代謝情報工学講座
の森英詞氏に心より感謝申し上げます。研究生活において数多くの面でお世話になりま
した代謝情報工学講座の皆様に心より感謝申し上げます。 
 最後に、長年にわたる大学生活を精神的、経済的に支えて下さった両親に心より感謝
致します。 
 
